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Estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de duas formulacoes
de risedronato de sodio em voluntarios sadios de ambos os sexos

Study of relative bioavailability/bioequivalence of two formulations of risendronate sodium in healthy volunteers of both sexes

Unitermos: equivaléncia terapéutica, risedronato de sodio, biodisponibilidade, farmacocinética, cromatografia, bicequivaléncia.
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RESUMO

O estudo foi realizado para comparar a biodisponibilidade de duas formulagées de
risedronato de sédio 35 mg comprimido revestido (risedronato de sddio do Aché Labo-
ratorios Farmacéuticos S/A, formulagéo teste, e Actonel® da Sanofi-Aventis Farma-
céutica Ltda., formulagdo referéncia, Brasil) em 80 voluntdrios de ambos os sexos. O
estudo foi aberto, aleatorizado, 2-sequéncias, 2-periodos, cruzado, dose Unica com
dois tratamentos, nos quais um grupo de voluntdrios recebeu a formulagdo teste e
outro a formulagdo referéncia. As amostras de sangue foram obtidas ao longo de um

intervalo de 96 horas. As concentragGes de risedronato de sodio foram determinadas -

através de espectrometria de massa (UPLC-MS-MS), utilizando 4cido risedrénico-D4
(risedronato deuterado) como padréo interno. A partir dos dados obtidos se calcula-
ram os seguintes pardmetros farmacocinéticos: ASC,, ASC,_ e C, .. A média geo-
métrica de Risedronato de Sédio/Actonel® 35 mg foi de 101,90 % para ASC, , 97,95 %
paraASC,, e 100,70 % para C, .. Os intervalos de confianga de 90% foram de 86,43%-
120,14%, 83,04%-115,564% e 85,50%-118,61%, respectivamente. Uma vez que o0s
intervalos de confianca de 90% para C, e ASC,,estiveram dentro da faixa de 80%-
125% proposta pelo FDA e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitéria do
Brasil), conclui-se que o comprimido de risedronato de sédio de 35 mg foi bioequivalente
ao comprimido de Actonel® de 35 mg e, dessa forma, o produto teste pode ser consi-
derado intercambidvel na pratica médica.

INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida e
consequentemente aumento da popula-
¢do com risco de desenvolver doengas
relacionadas ao envelhecimento, fez com
que a prevaléncia da osteoporose se tor-
nasse um grande problema de satde pi-
blica no mundo. A osteoporose leva a al-
teragGes esqueléticas que engloba mui-
tas patologias, nas quais a microarquite-
tura do tecido 6sseo esta deteriorada,
com consequente aumento da fragilida-
de dssea e suscetibilidade a fratura. O
comprometimento da resisténcia 6ssea
predispde um aumento da ocorréncia de
fraturas, principaimente em determinados
locais, como quadril, vértebras e antebra-
go. As fraturas podem ocorrer sem mani-

festaces clinicas, com sequelas doloro-
sas e outras podendo levar o paciente a
obito ou a incapacidade fisica permanen-
te. Para prevengao de fraturas e de sua
incapacidade resultante torna-se neces-
sario o desenvolvimento e a pratica de
medidas terapéuticas adequadas (Sou-
za el al., 2010; Chesnut el al., 1984;
Marshall el al., 1996; Szejnfeld el al., 2004;
Nordin el al., 1997; Whedon el al., 1987;
Brewer el al., 1983).

Os bifosfonatos s@o andlogos sintéti-
cos do pirofosfato, potentes inibidores da
fungédo osteoabsortiva do osteoclasto.
Eles fazem parte de uma classe terapéu-
tica denominada drogas antirreabsortivas
e atuam na remisséo da osteoporose
densitométrica e na diminuicdo da pre-
valéncia de fraturas. Derivados de bifos-
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ilability, pharmacokinetics, chromatography, bioequivalence.
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fonatos sdo os medicamentos de esco-
Iha para tratamento da osteoporose. Es-
tes medicamentos possuem eficacia com-
provada em indmeros trabalhos cientifi-
cos, que atestam a capacidade de au-
mento da densidade mineral 6ssea e di-
minui¢do no nimero de fraturas (Cimaz
etal., 2003; Licata et al., 1997; Fleisch et
al., 1997; Weinstein et al., 2009; Brookler
et al., 2008; Heikkinen et al., 1997).

O risedronato sodico é um bifosfona-
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to que inibe a reabsorgdo dssea media-
da pelos osteoclastos. Os estudos pré-
clinicos com risedronato sédico demons-
traram potente atividade antiosteoclasti-
ca e antirreabsortiva, com aumento da
massa 6ssea e da forga esquelética
biomecéanica de modo dose-dependente.
Sua maior qualidade & a comprovada ra-
pidez de agdo e a eficacia antifratura
multissitio com destaque para as fratu-
ras de quadril, demonstrada em estudos
clinicos especificos. A biodisponibilida-
de oral absoluta média do risedronato
sodico é cerca de 0,63%. Possui elimi-
nagao principalmente na urina, sendo o
farmaco nao absorvido excretado pelas
fezes (Warner et al., 2011; McClung et
al., 2001; Szejnfeld et al., 2004).

O objetivo deste estudo foi comparar
em voluntérios saudaveis de ambos os
sexos os perfis farmacocinéticos e avali-
ar a bioequivaléncia de uma formulacéo
teste de risedronato de sédio de 35 mg
comprimido revestido, fabricado por Aché
Laboratérios Farmacéuticos S/A, Brasil
(formulago teste), quando comparado a
uma formulagao comercial de 35 mg de
risedronato de sédio (Actonel®) produzi-
da por Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda.,
Brasil (formulagéo referéncia).

METODOS

Protocolo do estudo

O estudo foi realizado de acordo com
a Declaracdo de Helsinki e com as Dire-
trizes de Boas Praticas Clinicas. O Ter-
mo de Consentimento Livre e Esclareci-
do assinado foi obtido de todos os parti-
cipantes antes do inicio do estudo. A eta-
pa clinica do estudo foi realizada em
Scentryphar Pesquisa Clinica (na cidade
de Campinas, S&o Paulo, Brasil) e a eta-
pa bioanalitica na R&D Labs (Saronno,
VA, Italia).

Voluntérios

Foram incluidos neste estudo 80 vo-
luntarios saudaveis de ambos os sexos
com idades entre 18 e 50 anos (DPM +
média: 8,70 + 31,55 anos), com alturas
entre 150,00 cm e 187,00 cm (DPM = mé-
dia: 0,09 + 168 cm), que pesavam entre
49,50 kg e 92,00 kg (DPM + média: 9,50

+ 69,47 kg) e dentro de 15% do peso cor-
poral adequado. Os individuos foram con-
siderados elegiveis para participarem
deste estudo se estivessem em confor-
midade com todos os critérios de inclu-
sdo e exclusdo descritos no protocolo.
Apos explicar a natureza e a finalida-
de do estudo, todos os voluntarios forne-
ceram seus consentimentos informados
por escrito para participarem. O protoco-
lo de estudo foi aprovado pela Universi-

dade de Campinas/Unicamp, de acordo

com 0s principios éticos descritos na
Declaracdo de Helsinki @ em conformi-
dade com as Diretrizes de Boas Praticas
Clinicas (BPC) da Conferéncia Internaci-
onal de Harmonizagéo (ICH) (CPMP/ICH/
135/95).

De acordo com o protocolo de estu-
do, todos os voluntarios eram saudaveis.
Seu bem-estar foi avaliado através de

exame clinico, ECG e pelos seguintes*

testes laboratoriais: glicose sanguinea,
ureia, creatinina, AST, ALT, fosfatase al-
calina, gama-GT, bilirrubina total, albumi-
na e proteinas totais, triglicérides, coles-
terol total, hemoglobina, hematécrito, con-
tagem total e diferencial de células bran-
cas e urina rotina. Todos os individuos
foram negativos para HIV, HBV (exceto
para pesquisa sorolégica) e HCV. Foi re-
alizado teste de gravidez para todas as
mulheres participantes do estudo f-HCG
no sangue).

Medicamentos

A formulagao teste utilizada foi o rise-
dronato de sodio 35 mg comprimido re-
vestido (ntimero de lote 0903969) e a for-
mulagéo de referéncia foi o Actonel® 35
mg comprimido revestido (nimero de lote
428192).

Desenho de estudo

O estudo foi realizado objetivando a
comparagao da biodisponibilidade de duas
formulagBes de risedronato de sodio 35
mg comprimido revestido (risedronato de
sodio do Aché Laboratérios Farmacéuti-
cos S/A, formulagdo teste, e Actonel® da
Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, formu-
lagdo referéncia) em condicgbes de jejum.

O estudo foi aberto, aleatorizado, 2-
sequéncias, 2-periodos, cruzado, dose
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Unica com dois tratamentos, nos quais um
grupo de voluntarios recebeu a formula-
¢ao teste e outro a formulagéo referén-
cia. Durante cada periodo os voluntarios
foram hospitalizados as 17:30 horas e
receberam nesse momento uma refeigéo
noturna normal, apés um periodo de je-
jum (de pelo menos 10 horas), recebe-
ram uma dose Unica de 35 mg de rise-
dronato de sddio sob a forma de compri-
mido de uma das duas formulagdes; 200
mL de agua ndo gasosa foram dados ime-
diatamente apos a administragdo do me-
dicamento. Todos os voluntarios foram
mantidos em jejum por quatro horas apds
a administragdo do medicamento e, apds
este periodo, consumiram um almogo
padronizado. Uma refei¢do noturna foi
fornecida 10 horas apés a administragéo.
Com o objetivo de se manter a padroni-
zagao dos grupos de tratamento, a dieta
(alimentos e liquidos) seguiu um mesmo
padrao para todos os voluniarios. Todos
os alimentos e bebidas servidos durante
o 1¢ periodo de confinamento apresenta-
vam a mesma quantidade e foram pro-
gramados do mesmo modo para o 2° pe-
riodo de confinamento. O consumo de li-
quidos foi autorizado ad libitum ap6s duas
horas da administragdo do medicamen-
to, porém se evitou o consumo de bebi-
das contendo xantina, incluindo ché, café
e bebidas a base de cola. A presséo ar-
terial sistolica e diastdlica, a frequéncia
cardiaca e a temperatura foram registra-
das antes e em horarios especificos (re-
latados no protocolo de estudo) apds a
administragdo do medicamento.

As amostras de sangue (9 mL) foram
coletadas de uma veia adequada da fos-
sa antecubital antes (pré-dose) e em
00,10; 00,20; 00,30; 00,40; 00,50; 1,00;
01,15; 01,30; 01,45; 02,00; 02,30; 03,00;
04,00; 06,00; 08,00; 10,00; 12,00; 24,00;
48,00; 72,00; 96,00 horas apds a admi-
nistragéo de cada comprimido de risedro-
nato de sédio de 35 mg.

Andlise do medicamento

Apbs a coleta, por aproximadamente
30 minutos, as amostras de sangue fica-
ram em repouso. Logo apés, as amos-
tras foram cenfrifugadas a 3.000 rpm por
10 minutos a 4°C. Imediatamente apés a
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centrifugagdo, um minimo de 3,5 mL de
soro foram dispensados em tubos criogé-
nicos. Os tubos das amostras foram con-
gelados a -20°C e foram mantidos nesta
temperatura até o0 momento da anélise.

Para evitar variagbes interensaio, to-
das as amostras de um mesmo volunta-
rio foram analisadas na mesma corrida
analitica.

As concentragbes plasmaticas de ri-
sedronato de sodio foram determinadas
por espectrometria de massa, utilizando
4cido risedrbnico-D4 (risedronato deute-
rado) como padrdo interno (Pl). Os ana-
litos foram exiraidos do soro utilizando
extragdo de fase solida e aplicagdo de
derivatizagdo em coluna. O método vali-
dado mostrou um limite inferior de quan-
tificagdo de 0,2 ng/mL e uma linearidade
>0,98.

A coluna analitica utilizada foi a Hilic
BEH, 100 x 2,1 mm, 1,7um (Waters). As
fases moveis utilizadas foram: Fase A:
acetonitrila - agua (95:5 v/v), contendo
0,1% de dcido férmico + 1% de ambnia
2M, Fase B: acetonitrila - agua (50:50 v/
v), contendo 0,1% de &cido férmico e 0,1%
de aménia 2M.

Andlise farmacocinética e andlise es-
tatistica

A constante de eliminagao (Ke) foi
estimada através de regresséao linear dos
pontos descrevendo a fase de eliminagéo
em um grafico log-linear utilizando o
software SAS?® Institute (Verséo 9.2). A
meia-vida de eliminagéo (T,,) foi obtida
a partir desta constante (T,,= In (2)/Ke).
A concentragdo plasmatica maxima ob-
servada (C__) e o tempo necessério para
alcancar esta concentracdo (T__) foram
obtidos diretamente a partir das curvas.
As areas sob a curva de concentragdo
plasmética de risedronato de sodio versus
tempo de 0 a 96 horas (ASC, ) foram
calculadas aplicando-se a regra dos
trapézios. A extrapolacdo destas areas
para infinito (ASC,_) foi realizada através
da adicéo do valor de C96/Ke ao AUC,,
calculado (onde C96 = concentragdo plas-
matica calculada a partir de uma equa-
¢ao de regressao log-linear obtida para a
estimativa de Ke de 96 horas apos a
dose).
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Figura 1 - Curva média da concentragdo plasmética versus tempo do risedronato de sédio 96 horas apés

a administragfo oral da formulagdo teste e referéncia.

A bioequivaléncia entre ambas as for-
mulagdes foi avaliada através dos calculos
individuais das razbes de C_, ASC_ .
ASC,, e C _ /ASC,,,, (teste/referéncia)
juntamente com suas médias e interva-
los de confianga (IC) de 90% apds a trans-
formagéo logaritmica dos dados. A inclu-
séo do IC de 90% para a razéo no inter-
valo de 80% a 125% foi analisada atra-
vés de métodos paramétricos (SAS®
Institute Vers&o 9.2) e ndo paramétricos
(ANOVA).

RESULTADOS

Andlise de tolerabilidade

O risedronato de sodio foi bem tole-
rado na dose administrada. Todos os pa-
rametros bioquimicos ndo demonstraram
nenhuma alteragéo clinicamente relevan-
te. Nenhum evento adverso sério foi re-
portado ou observado.

Andlise farmacocinética e estatistica

A média (+ DP) dos perfis das con-
centragbes versus tempo das duas for-
mulagbes, apresentado na Figura 1, fo-
ram semelhantes e sobrepostas.

As medidas centrais e de dispersdo
para todos os parametros farmacocinéti-
cos de ambas as formulagdes sdo mos-
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tradas nas Tabelas 1 e 2. A partir disso,
obteve-se o valormédiode C_, de 13,83
(+10,46) ng/mL para o produto referén-
cia e 14,35 (+11,24) ng/mL para o produ-
toteste.ParaT__ (h) se observou que os
valores médios eram semelhantes tanto
para o produto referéncia quanto para o
teste (0,83h). Os valores médios de ASC,,
« €ncontrados foram de 49,65 (+42,68)
ng.h/mL para o produto referéncia e 51,49
(+43,21) ng.h/mL para o produto teste.
Obteve-se uma ASC,_ média de 60,67
(£53,03) ng.h/mL e 59,40 (£50,19) ng.h/
mL para o produto referéncia e para o pro-
duto teste, respectivamente.

A Tabela 3 apresenta as razdes e os
respectivos intervalos de confianga para
a analise da bioequivaléncia.

DiscussAo

A prevaléncia da osteoporose tornou
um grande problema de satide publica no
mundo. A consequéncia clinica da osteo-
porose é a fratura através do comprome-
timento da resisténcia dssea, principal-
mente em quadril, vértebras e antebra-
0. As fraturas podem ocorrer sem mani-
festagbes clinicas, com sequelas doloro-
sas e outras podendo levar o paciente a
obito ou a incapacidade fisica permanen-
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Tabela 1 - Média dos parametros farmacocinéticos do risedronato de sédio na formulagéo

teste e referéncia
Pardmetro Teste Referéncia

Média Desvio padrao Média Desvio padrilnd"

(mediana) (amplitude) | (mediana) (amplitude)

ASC,, (ng.h/mL) 51,49 43,21 49,65 42,68
ASC, ., (ng.n/mL) 59,40 50,19 6067 53,03
C., (ng /mL) 14,35 11,24 13,83 10,46
T_ (mediana/amp) (h) 0,83 2,67 0,83 3,67
Kel (1/h) o 016 | 013 0,15 015
Tt (mediana/amp) (h) 477 170,75 1476 | 28310

Tabela 2 - Média geométrica do; parémetros farmacocinéticos do risedronato de sédio na

formulagéo teste e referéncia

Teste Referéncia
Parémetro Média geométrica Média geométrica
ASG,, (ng.h/mL) 38,71 37,98
ASC,_,, (ng.h/mL) 43,83 44,74
C,.. (ng /mL) 10,89 10,82

Tabela 3 - Razéo entre as médias geométricas e intervalos de confianga (90%) das formula-

¢oes teste e referéncia

Pardmetro Razéo T/R (%) Limite inferior (%) | Limite superior (%)
ASC,, 101,90 86,43 120,14

ASC, ., 97,95 83,04 115,54

(_ZM — . N - E_O_?O 85,50 118,61 o
T, (dif) (h) 0,00 -0,16 0,21

te, interferindo na vida familiar e social
do paciente. Para prevencdo de fraturas
e de sua incapacidade resultante torna-
se necessario o desenvolvimento e a pra-
tica de medidas terapéuticas adequadas
(Souza el al., 2010; Chesnut el al., 1984;
Marshall el al., 1996; Szejnfeld el al., 2004;
Nordin el al., 1997; Whedon el al., 1987;
Brewer el al., 1983).

Estamos entrando numa nova era da
terapéutica de doengas osteometaboli-
cas, como a osteoporose, passando a ter
maior seguranga nao apenas no diagnos-
tico, mas também no tratamento adequa-
do da doenga através da terapéutica com
potentes inibidores da reabsorgéo 6ssea.
O risedronato de sédio € um bifosfonato
piridinil, que liga a hidroxiapatita ao osso
e inibe a reabsorgédo 6ssea mediada pe-
los osteoclastos. O risedronato revela ser
eficaz na reducdo de fraturas de pacien-

tes osteoporodticos com destaque para as
fraturas de quadril, demonstrada em es-
tudos clinicos. Estudos pré-clinicos de-
monstraram potente atividade antiosteo-
clastica e antirreabsortiva, com aumento
da massa ossea e da forga esquelética
(Souza el al., 2010; Chesnut el al., 1984;
Marshall el al., 1996; Szejnfeld el al., 2004;
Nordin el al., 1997; Whedon el al., 1987;
Brewer el al., 1983; McClung et al., 2001;
Russell et al., 1999).

Um método simples foi desenvolvido
para realizar a determinagéo quantitativa
do risedronato de sédio. O método de-
senvolvido foi validado obedecendo a exa-
tiddo, linearidade, preciséo e robustez
requeridas em métodos bioanaliticos. O
tempo de corrida foi o suficiente para a
andlise de rotina e utilizagdo comercial
em estudos farmacocinéticos. Néo se en-
controu nenhuma interferéncia de compo-
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nentes endégenos do soro ou de outras
fontes. O método desenvolvido para soro
humano se comprovou Util para a investi-
gacéo das caracteristicas farmacocinéti-
cas no estudo do risedronato de sédio.

A biodisponibilidade de uma forma
farmacéutica se refere a extensdo e ve-
locidade de absorgao do principio ativo.
Duas formas farmacéuticas séo conside-
radas bioequivalentes quando no ha di-
ferengas significativas em relagéo a sua
biodisponibilidade. Neste estudo, duas
formulagdes de risedronato de sédio fo-
ram avaliadas. A razdo média dos para-
metros de C_ e ASC_, e dos intervalos
de confianga de 90% dos medicamentos
foi calculada para determinar-se a bice-
quivaléncia. As ASC,, médias para as for-
mulagbes teste e referéncia foram 38,71
ng.h/mL e 37,98 ng.h/mL, paraASC,__, fo-
ram 43,83 ng.h/mL e 44,74 ng.h/mL e
para C,, foram 10,89 ng/mL e 10,82 ng/
mL, respectivamente. As razdes foram de
101,90 % para ASC,,, 97,95% para ASC,_,
e 100,70 % para C_, . Os intervalos de
confianga de 90% foram 86,43%-
120,14% para ASC,,, 83,04%-115,54%
para ASC, . e 85,50%-118,61% para
C_. :

A ASC,,e ASC,_ sdo ambas reco-
nhecidas como medidas néo contamina-
das pela extensdo da absorgéo. Este es-
tudo demonstrou que o IC de 90% de
ASC,, e ASC,, (apos transformagéo lo-
garitmica dos valores individuais) foram
incluidos dentro da faixa de bioequivalén-
cia (80%-125%), dessa forma, as duas
formulacoes de risedronato de sddio sio
equivalentes para a extenséo da absor-
gdo. A comparagéo estatistica de C__,
ASC,, e ASC,, indica claramente que
néo existe uma diferenga significante en-
tre as duas formulagbes de comprimido
revestido de risedronato de sédio de 35
mg. Os intervalos de confianga de 90%
para a relacdo média (T/R) de C__, e
AUC,  estdo completamente dentro da
faixa de aceitagdo do FDA (EUA) e
ANVISA. Com base nos resultados far-
macocinéticos e estatisticos deste estu-
do, podemos concluir que o risedronato
de sodio comprimido de 35 mg (Aché
Laboratérios Farmacéuticos S/A, Brasil)
& bioequivalente ao Actonel® comprimi-
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do de 35 mg (Sanofi-Aventis Farmacéuti-
ca Ltda., Brasil), tanto em relagéo & velo-
cidade quanto a extens&o da absorgéo e
que, portanto, o produto testado pode ser
considerado intercambiédvel na préatica
medica.
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SUMMARY

The study was conducted to compare
the bioavailability of two formulations of
Risedronate Sodium 35 mg tablet (rise-
dronate sodium of Aché S/A test formu-
lation and Actonel® from Sanofi-Aventis
Pharmaceuticals Inc. reference formula-
tion, Brazil) in 80 volunteers both sexes.
This was an open, randomized, two-se-
quence, two-period, crossover single dose
two treatments, in which a group of vol-
unteers received the test formulation and
the other reference formulation. Blood
samples were obtained throughout a 96
hours interval. The risedronate sodium

concentrations were determined by mass
spectrometry (UPLC-MS-MS) using rise-
dronic acid-D4 (deuterated risedronate)
as internal standard. From the data ob-
tained, calculate the following pharmaco-
kinetic parameters: AUC,,, AUC, _, and
Cmax. The geometric mean of risedronate
sodium / Actonel® 35 mg were 101.90%
for AUCO-t, 97.95% for AUC,, and
100.70% for Cmax. The 90% confidence

intervals were 86.43%-120.14%, 83.04%-

115.54% and 85.50%-118.61%, respec-
tively. Since the confidence intervals 90%
for Cmax and AUCO-t was within the range
80%-125% proposed by the FDA and
ANVISA (National Agency of Sanitary
Surveillance in Brazil), it is concluded that
the tablet of sodium risedronate 35 mg
was bioequivalent to Actonel® tablet of 35
mg and thus the test product may be con-

sidered interchangeable in medical prac-

tice.
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